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摘要 







物，结构新颖，有较强的抗肿瘤活性。前期研究发现 MED 是 Hsp90 的抑制剂，
并且已对 MED 抑制 Hsp90 引起 HeLa 细胞凋亡的分子机制进行了研究。然而，
有关 MED 抑制肿瘤细胞增殖的特异性、MED 对 Hsp90 及其客户蛋白基因的调
控水平、MED 对细胞增殖信号通路 MEK/ERK 的激活及其对细胞自噬存活的影
响尚不清楚。 
本论文通过 MTT 和 Western Blotting 的方法，首先对 MED 抑制的肿瘤细胞
增殖与 Hsp90 客户蛋白质下调的特异性开展研究，再通过实时定量 PCR、RNA
干扰、流式细胞术等方法，研究 MED 抑制增殖敏感的 HeLa 细胞中 MEK 信号
通路的激活与细胞增殖及其细胞自噬的影响。得到了以下有意义的结果： 
1）MED 可以有效抑制 HeLa、MDA-MB-435、H1299、LnCAP 和 SW480
等多种肿瘤细胞的增殖，其 IC50 值介于 15 μmol/L 至 30 μmol/L 之间。MED 对不
同的肿瘤细胞具有不同的抑制作用，其中 HeLa 细胞对 MED 的增殖抑制作用最
敏感； 
2）MED 在细胞水平上对肿瘤细胞 Hsp90 的抑制作用与抑制肿瘤细胞增殖呈
正相关，表现在对增殖抑制敏感的肿瘤细胞中（如 HeLa）其客户蛋白 Akt、IKKα、
IKKβ、IKKγ 的下调越明显； 
3）经过 Real-time qPCR 分析发现，HeLa 细胞经 MED 处理后 Hsp90 客户蛋
白 Akt、IKKα、IKKβ、IKKγ 的 RNA 水平上的表达与阴性对照组差异不大； 
4）MED 抑制 HeLa 细胞增殖却激活 MEK/ERK 信号通路，抑制 MEK/ERK
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不能促进细胞增殖。MEK1 的表达水平降低基本没有改变 MED 对细胞周期的影
响，也没有改变细胞周期蛋白的变化； 
5）自噬是使细胞存活的一种方式。MED 对 HeLa 细胞的自噬具有一定的影
响，经 MED 处理后的 HeLa 细胞内 LC3-II 没有发生聚集到自噬溶酶体的现象。 
根据上述结果得到以下研究结论（1）MED 对不同肿瘤细胞抑制强度不同，
具有一定的选择性。HeLa 细胞对 MED 的增殖抑制较敏感；（2）MED 在细胞水
平上对肿瘤细胞 Hsp90 的抑制作用与抑制肿瘤细胞增殖呈正相关；（3）MED 对
Hsp90 及其客户蛋白的基因的转录调控不明显，对相关基因的表达调控主要发生
在蛋白质水平的下调作用；（4）MED 激活 MEK/ERK 信号通路，并不能促进 HeLa
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Abstract 
Hsp90 is a highly abundant and ubiquitous molecular chaperone whose client 
proteins are key proteins in the intracellular signal transduction pathways, so Hsp90 
plays an essential role in many cellular processes including cell cycle control, cell 
survival, hormone and other signalling pathways. If we can block the function of  
Hsp90, these substrate proteins will be degraded following the ubiquitin proteasome 
pathway. Hsp90 has therefore become an important target for cancer therapy.  
Mycoepoxydience(MED) is a fungal polyketide with a novel structure, which is 
isolated from a marine fungus. Previous study indicated that MED can inhibit Hsp90 
and thus induce HeLa to apoptosis. However, mechanisms still need to be elucidated 
on the MED-specfic inhibition upon different tumor cells, the influence of MED on 
the gene regulation of Hsp90 and its client proteins, the impact of MED-induced 
MEK/ERK activation on tumor survival, and the effect of MED on HeLa autophagy . 
In this paper, we first studied the specificity of MED on the proliferation 
inhibition and Hsp90 client proteins degradation in different tumor cells by MTT and 
Western Blotting. And then we studied the impact of MED-induced MEK/ERK 
activation on tumor survival and autophagy in the HeLa cells. The results are as 
follows: 
1) MED demonstrates a concentration-dependent inhibitory effect on the 
proliferation of various tumor cells such as HeLa, MDA-MB-435, H1299, LNCaP and 
SW480, with IC50 values ranging from 15μmol/L to 30 μmol/L. MED has different 
effects on different types of cancer cell, among which HeLa is most sensitive to the 
inhibition of MED; 
2) The MED-induced Hsp90 inhibition is correlated with its inhibition on tumor 
cell proliferation. It caused a great degradation of Hsp90 client proteins (Akt, IKKα, 
IKKβ, IKKγ) in the sensitive tumor cell(such as HeLa); 
3) The results of Real-time qPCR show that MED have little impact on the RNA 
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4) MED inhibits the proliferation of HeLa cells but activates MEK/ERK 
signaling pathway. Inhibiting MEK/ERK pathway cannot promote cell proliferation. 
Similarly, and reducing the expression of MEK1 by shRNA cannot promote cell 
proliferation either. The reduced MEK1 expression is unable to change the impact of 
MED on the cell cycle and its related proteins; 
5) Autophagy is a way to promote cell survival. MED has a certain influence on 
HeLa’s autophagy. Treating HeLa with MED, LC3-II in the cell cannot be gathered to 
autophagolysosomes for degradation. 
Based on the above results, we can draw the following conclusions: (1) MED 
has a certain selectivity upon different tumor cells, among which HeLa is most 
sensitive to the growth inhibition of MED; (2) The inhibitory level of Hsp90 caused 
by MED in tumor cells was positively correlated with the inhibition of tumor cell 
proliferation; (3) MED has little transcriptional regulation on Hsp90 and its client 
proteins, the regulation of related genes occurs mainly on the protein levels; (4) 
MED-induced MEK/ERK signaling pathway activation does not promote the 
proliferation of HeLa cells; (5) The impact of MED on autophagy is unique, showing 
the trend of inducing autophagy at the early stage but inhibiting it at the later stage. 
Our study plays a significant role in developing MED and its derivatives into 
new anti-cancer drugs, as well as in using MED as a small molecular probe to reveal 
the internal mechanism of cancer cells.  
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常用英文缩写词 
缩写 全称（英文） 全称（中文） 
Aha 1 activator of Hsp90 ATPase Hsp90 ATP 酶的催化剂 
APS ammonium persulfate  过硫酸氨 
AR androgen receptor 雄激素受体 










BSA bovine serum albumin 牛血清白蛋白 
Cdks cyclin dependent kinases 周期蛋白依赖性激酶 
Chip 
C-terminus of Hsc70- interacting 
protein 
Hsc70-相互作用蛋白的 C-末端 
cIAP cellular inhibitor of apoptosis 细胞凋亡抑制蛋白 
DMEM 
Dulbecco′s modified  
of Eagle′s medium 
一种细胞培养液 
ECL enhanced chemiluminescent 免疫印迹化学发光 
ER estrogen receptor 雌激素受体 
ERK 
extracellular signal-  
regulated kinase 
胞外信号调控激酶 
FITC fluoresceine isothiocyanate 异硫氰酸荧光素 
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Hop Hsp organizing protein Hsp 组织蛋白 








protein kinase kinase 
有丝分裂原激活的 
蛋白激酶激酶 






NAC N-acetylcysteine N-乙酰半胱氨酸 





PTEN Phosphatase and tensin homolog 
染色体缺失的磷酸酶和张力蛋
白同源物基因 
ROS reactive oxygen species 活性氧自由基 
Sti1 stress-inducible protein 1 胁迫诱导蛋白 1 
shRNA small hairpin RNA 小片段发夹结构 RNA 
TNF-α tumor necrosis factor-α 肿瘤坏死因子-α 
TPR tetratrico peptide repeat 三四氨基酸重复（基序） 
Trap1 
tumor necrosis factor 
receptor-associated protein 1 
肿瘤坏死因子相关蛋白 1 
















1.1 Hsp90 简介 




1.1.1 Hsp90 的种类及其分布 
Hsp90 家族进化过程中高度保守，在真核和原核细胞中都普遍存在[1]。目前
认为，人类的 Hsp90 主要有 4 种亚型：Hsp90α、Hsp90β、Hsp75/TRAP1 和 GRP94。




Hsp90 在胞浆内主要以同源二聚体 αα、ββ 的形式存在，Hsp90α 与 Hsp90β
同源性为 84%。Hsp90α 和 Hsp90β 虽为胞浆蛋白质，但在特定条件下可被转运至
细胞核、线粒体或胞外基质等位置[3, 4]。例如在肿瘤发生恶性转化时，线粒体需
要胞浆 Hsp90 的协助，而抑制线粒体中 Hsp90 的功能可导致肿瘤细胞选择性凋
亡[5]。 
1.1.2 Hsp90 的结构 
从酵母 Hsp90 和 Grp94（Hsp90 在哺乳动物内质网的异构体）的晶体结构可
以看出，Hsp90 以同源二聚体形式存在，每个单体包含有三个高度保守的结构域： 
N-端 ATP 结合域（25 kDa）、中间域（35kDa）和 C-端二聚化结构域（12kDa）。
Hsp90 的 N-端包含有一个特殊的 ATP 结合口袋[6-8] 。 
Hsp90 二聚体处于开放状态时，两个 N-末端分开，可以捕获客户蛋白。ATP















体[9]，而 Hsp90 本身的 ATP 酶活性可以驱动分子伴侣的循环[10]。 
 
图 1-1 Hsp90 的结构示意图 
Fig.1-1 Structure of Hsp90 
1.1.3 Hsp90 的作用机制 
Hsp90 发挥分子伴侣功能需要一些辅助分子伴侣 （co-chaperones）的参与，
如 Hsp70、Hop、Cdc37、p23 等[11]。其中 Cdc37 能够特异性地募集多种蛋白激
酶与 Hsp90 结合形成分子伴侣复合体，维持底物蛋白的稳定性和激酶活性[12]。 
以 Hsp90 辅助类固醇受体成熟过程为例（如图 1-2），可以更清楚地了解 
Hsp90 的辅分子伴侣系统。分子伴侣循环始于新合成的或错误折叠的类固醇受体
结合于 Hsp70/Hsp40 复合体，再通过 Hop 与 Hsp90 相结合。Hop 不仅与 Hsp90 C-
端 MEEVD 序列结合，同时防止 Hsp90 N-端聚合[13]。Hop 因此抑制了 ATP 酶活
并促进客户蛋白从 Hsp70 转移到 Hsp90[14, 15]。ATP 结合 Hsp90 时，Hop 被 p23
和亲免蛋白替换，使未成熟的伴侣蛋白复合体转化为成熟的伴侣蛋白复合体[16]。
此外，Aha1 是 Hsp90 的 ATP 酶激活剂，也是其伴侣蛋白之一，它能与 Hsp90 的
中间区域相互作用促进其构象改变以利于 ATP 与之结合。Aha1 和亲免蛋白都能
激活 Hsp90 的 ATP 酶活性[17]。伴随着 Hsp90 对 ATP 的水解，正确折叠的客户蛋
















图 1-2 Hsp90 复合体辅助客户蛋白折叠过程[18] 
Fig.1-2 Hsp90 complex coordinating the folding process of related clients  
1.1.4 Hsp90 客户蛋白及其相关信号通路 
Hsp90 具有普通分子伴侣的功能，即协助蛋白折叠并阻止非原生蛋白的聚
合。在癌症中这些客户蛋白很多产生突变或过量表达，抑制 Hsp90 可以对其客




和黄体酮受体）等。其中 Akt 和 IKK 在肿瘤发生发展过程起着重要作用，因此
以下着重对这两个客户蛋白及其相关信号通路进行介绍。 
1.1.4.1 Akt 简介 
Akt 又称 PKB，即蛋白激酶 B，是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，在细胞存
活和凋亡中起着重要作用。激素、生长因子、胞外基质成分等生长和存活因子都
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